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NOUVELLE SOUCHE ET SES MUTANTS DE CHAMPIGNONS FILAMEN- 
TEDX, PROCEDE DE PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES 
A L'AIDE DE LADITE SOUCHE ET SOUCHES ET PROTEINES OBTE- 
NUES SELON CE PROCEDE. 
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La pr^sente invention concerne une souche nou- 
velle de chair5>ignon filamenteux, ainsi que les ddriv^s 
de cette souche obtenus par mutation ou par manipulation 
g^ndtique, et un proc^d^ pour la production de protdine 
recombinante, h I'aide desdites souches. 

On entend par prot6lnes recombinantes les mole- 
cules polypeptidiques synthdtisdes par un microorganisme 
ou une population cellulaire par suite de 1 • introduction 
dans le materiel gfindtique dudit microorganisme ou des- 
dites cellules d'un gfene codant pour la protdine considd- 
r6e. Le g^ne en question, appel^ g^ne h^tdrologue, peut 
provenir d'un autre organisme vivant ou fitre synthdtisd 
artificiellement. La possibility d'introduire et de faire 
exprimer des gfenes h6t6rologues a 6t6 tout d'abord mise 
15 en Evidence et appliqu6e en utilisant des bactdries, et 
plus particuliferement Escherichia coli . comme cellules 
h6tes. Plus r^cemment, des productions de prot^ines re- 
combinantes par d'autres microorganismes dont des levures 
et des chaa^ignons ainsi que par des cultures de cellules 
20 d'organisnes sup6rieurs ont ^t^ d^crites. 

Les champignons filamenteux sont utilises cou.- 
ramment dans I'industrie des fermentations notanment pour 
la fabrication de certains antibiotiques (p^nicillines, 
cdphalosporines) et d'un grand nombre d' enzymes (gluco- 
25 amylases, cellulases, proteases, pectinases ...). 

Les champignons filamenteux prdsentent tin cer- 
tain nombre d'avantages par rapport aux microorganismes 
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procaryotes (bact^ries) en particulier la capacity d'ex- 
crdter de grandes quantit^s et Tine grande vari6t6 de 
prot6ines prdsentant des modifications post traduction- 
nelles, noteunment des glycosy lations # spdcifiques des 
5 eucaryotes. Pcu: rapport axix cellules d'eucaryotes sup£- 
rietirs, les champignons sont beaucoup plus faciles & 
cultiver h grande dchelle, la separation du mycelium et 
du milieu de culture apr^s la fermentation est aussi 
tr^s facile. 

10 La prdsente invention se rapporte ci un proc^d^ 

de production de prot^ine recombinante ^ I'aide de ch6ua- 
pignons filamenteux, caract^risd en ce qu*on cultive sur 
un milieu ^ppropri^ une souche du genre Tolypocladium 
dans laguelle on a introduit une sequence d*ADN codant 

15 pour ladite protSine plac^e sous le contr61e d* elements 
assurant 1 ■expression de ladite sequence dans ladite 
souche et en ce qu'on rdcupfere ladite prot^ine. 

Plus prdcis^ment, la souche utilis^e est ime 
souche Tolypocladium geodes. Cette souche a 6±6 d^posde 

20 sous le n"" 1-880 le 29 juin 1989 ^ la Collection Natio- 
nale de Culture des Microorganlsmes - 28, rue du Docteur 
Roux - 75015 PARIS. 

L* invention conceme ^galement les mutants defi- 
cients en activity prot^asique et/ou hyperexcrdteur de 

25 prot^ine exog^ne de cette souche. 

La pr^sente invention repose notamment sur I'i- 
solement d*une nouvelle souche de champignon filamenteux 
particuli&rement adapt^e ^ la production de prot^ines 
recombinantes • 

30 La souche sauvage NCI 4 a 6t€ Isolde h partir 

d'un dchantillon de terre riche en matiferes organiques 
en decomposition (humus d'un sous-bois de la region de 
Graulhet, Tarn, France). Elle a 6t6 primitivement seiec- 
tionnee pour sa forte activity proteolytique, et s'est • 

35 averse 2l 1' analyse produire des quantites notables d'au- 
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tres enzymes extracellulaires, chitinases et ^ -gluca- 
nases en particulier. 

La souche NCI 4 a 4t6 confine pour identification 
au laboratoire du Museum National d'Histoire Naturelle h 
Paris. Elle a 6t6 repiqu^e en boites de P^tri sur deux 
milieux de culture standard, utilises pour la determina- 
tion des hyphomycfetes j Malt-agar 2 % et Potato Dextrose 
Agar (PDA) puis incub^e h 25**C. 

La culture sur Malt se d6veloppe lentement, k 
peine 1 cm en 3 semaines de culture et forme tine colonie 
serr^e d* aspect humide. L •observation microscopique mon- 
tre un mycelium hdtdrogfene, au cytoplasme vacuolis^. Les 
conidies sont trfes rares et les cellules sporogfenes peu 
nombreuses et dispers^es. 
"•^ I«e milieu PDA est plus favorable. La culture a 

une croissance lente, atteignant 13 h. 20 mm en 10 jours 
Le thalle est blanc, floconneux en surface, assez dense 
en profondeur, au contour irr^gulier. On observe une 1^- 
gfere pigmentation beige au revers, aucun pigment ne dif- 
fuse dans le milieu. Pas d'odeur caractdristique. 

L» observation microscopique montre des cellules 
sporog&nes (phialides) solidaires ou groupies par deux 
ou trois sur une courte cellule lat^rale du mycelium. 
Les phialides mesurent de 9 It 14 iun de long, sont l^gfe- 
25 rement renfl6es 2i la base puis allong^es vers le col qtii 
est quelquefois recourb6. Les spores (conidies) sont 
groupies en tStes ; de forme trfes h^t^rog&ne (sphdriques, 
cylindriques, ovales) avec des rapports globalement entre 
3,6-0,9 urn de long svir 2,9-0,9 m de large avec deux 
classes principales : 3 x 1,5 (cylindriques) et 1,5 x 1,8 
(globuleuses) . Le myc^liiaa mesure entre 1,5 et 2 um de 
large. Pas de chlamydospores . 

L' aspect cultural, la vitesse de d^veloppement 
et la morphologie de I'appareil sporog&ne font que cette 
35 esp^ce appartient au genre Tolypocladium (Gams) par la 
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forme, la taille et le groupement des phialides beaucoup 
plus rehf l€es et groupies en verticllles chez inflatum . 
Elle dlff&re aussl de T . cy llndrosporum (Gams) par la 
forme des phialides mais surtout par la forme des spores 
5 rdguliferement cylindriques chez T. cylindrosporum . La 
souche NCI 4 est finalement trfes proche de I'espfece 
qeodes (Gams) par le mode de groupement des phialides 
d^crit plus haut, par leur forme ainsi que par 1 'aspect 
cultural. Halgr^ I'h^t^rog&i^lt^ des spores, de taille 

10 et de forme tr&s h^tdrog&nes, 40 % de celles*ci corres*- 
pondent aux caract^xistlgues de Tolypocladium qeodes 
(Gams) c*est-^-dire 1,6 sur 2,2 um. 

II s'agit done d'une souche de Tolypocladium 
qeodes dont la morphologie des spores est quelque peu 

15 atypique. 

La souche NCI 4 de Tolypocladium geddes a fait 
l*objet d'un programme d* amelioration g^n^tique, consis*- 
tant h s^lectionner de fagon r^currente des mutemts de 
plus en plus fortement producteurs d* enzymes prot^oly- 
20 tiques, puis d* enzymes chitinolytiques. Les methodolo- 
gies de mutagdn&se et de selection utilis^es sont celles 
pr^cedemment ddcrites poaur Trichoderma reesei (DURAND 
et al«. Enzyme Microbe Technol., 1988, 10 : 341) et pour 
Penicillium occitanis (JAIN et al., soumis k publication 

25 dans Enzyme Microbiol. Technology) • La premi&re dtape de 
selection a 4t4 effectu^e k partir d'une suspension de 
spores de la souche NCI 4 trait^e pair un agent mutag^ne, 
la lumifere ultraviolette . One dilution de ladite suspen- 
sion de spores a servi ei inoculer des boites de P6tri 

30 contenant un:milieu gdlos^ de composition suivante s 



- poudre de lait 6cx6m& : 10 g 

- phosphate monopotassique : 2 g 

- sulfate de magnesium : 0,3 g 

- chlorure de calcium : 0,2 g 
35 ^ sulfate de fer : 0,005 g 
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- extrait de levure • •) g 

- agar agar . 15 g 

- eau d^sionisde qsp : 1 litre 
pH ajustfi h 7,0 avec de la soude 
Apxhs incubation 5 jours h. 2TC, les colonies 

apparues sur ce milieu sent entour^es d'tin halo clair, 
dfl k I'hydrolyse des prot^ines du lait par les enzymes 
prot^olytiques excr^t^es par la souche. Ce crible de se- 
lection, qui avait d^j^ 4t4 utilise pour I'isolement de 
la souche NCI 4, a permis la recherche de mutants meilleurs 
producteurs de proteases; ceux-ci sent ditect^s par 1' ap- 
parition d'un halo d'hydrolyse d'un diamfetre nettement 
supdrieur k la moyenne de ceux observes autour des colo- 
nies de la souche de depart. Un mutant, appel6 NCI 8, ca- 
15 ractdrls^ par un halo d'hydrolyse trfes significativement 
augments, a 6t6 isol^. A partir de la souche NCI 8, une 
deuxitoe 6tape de selection a €t4 effectu^e, aprfes muta- 
g^n^se par la N-m6thyl-N ' -nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) 
sur le milieu mentionn^ ci-dessus auquel a ^t^ rajout6 
de I'hydrolysat acide de cas^ine (Biokar) k la concentra- 
tion de 5 g/1. Dans ces conditions, la production de pro- 
teases par la souche NCI 8 est r^prim^e, ce qui se tra- 
duit par une diminution trfes nette de la taille des ha- 
les d'hydrolyse. Une colonie entour^e d'un large halo a 
25 4t6 seiectionnde; le mutant ainsi isoli, NC21 a fait 

1 'Ob jet d'une nouvelle dtape de selection aprfes mutage- 
nfese par 1* ethyl-methane sulfonate (^S) sur le milieu 
k base de poudre de lait, auquel du sulfate d 'ammonium 
k la concentration de 5 g/1 a ete ajoute comme represseur 
30 de la production de proteases. On mutant de-reprime, 
NC28, a ainsi ete isoie. A partir de cette dernifere 
souche, un mutant hyperproducteur d'activite chitinoly- 
tique a ete recherche, apr^s mutagenfese par 1' acide ni- 
treux, sur le milieu de base precedemment decrit, ot la 
35 poudre de lait a ete remplacee par de la chitine colloi- 
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dale & la concentration de 10 g/1. Un mutant hyperchiti- 
nolytique, NC35, select ionn^ sxir la base de la taille du 
halo d'hydrolyse de la chitine^' a 6t6 soumis h une nou- 
velle 6tape de selection sxir le m§me milieu h base de 
5 chitlne, cohtenant en plus 10 g/1 de glucose coinme r^- 
presseur. Une souche mutante Isolde sur ce milieUf 
NC39 a 6t6 retenue. Cette souche s'est r^vSl^e hyper-^ 
excr^trlce de prot€ines : des concentrations de I'ordre 
de 10 g/1 de prot^lnes ont 6t6 obtenues en 6 jours de 

10 fermentation/ dans un milieu chimiquement ddfini (milieu 
salin de base selon MANDELS et WEBER, J. Adv. Chem. Ser., 
1969/ 95 : 391) contenant du glucose (ajout^ en continu 
k ralson de 20 g/1 par jour) comme seule source de car- 
bone. Dans les mgmes conditions , la souche sauvage NCI 4 

15 produit environ 0,5 g/1 de prot^ines extracellulaires • 

Cette aptitude exceptlonnelle de la souche NC39 
h excr^ter des protdines dans des conditions et un milieu 
de culture extrSmement simples, qui constitue xm des as- 
pects de la pr^sente invention, a conduit & envisager de 

20 I'utiliser poxir la production de prot^ines h^t^rologues • 
Cependant, dans cette optigue, la forte activity protSo- 
lytique des :souGhes constitue un inconvenient. Aussi k 
partir de la souche NC39, des mutants deficients en pro- 
teases ont ete recherches. Apr^s mutagen&se It la NT6, 

25 puis k 1*EMS, des colonies ne produisant pas de halo 

d'hydrolyse sur milieu & base de poudre de lait addition- 
ne de glucose (2 g/1) et de sulfate d ' ammonixjun (0,5 g/1) 
ont ete seiectionnees en deux etapes. La souche NC46 ain- 
si isoiee;se caracterise par l*absencfe d*activite proteo- 

30 lytlque detectable par le test k l*azocaseine (TOMARELLI 
et al., J» Lab. Clin. Med., 1949, 34 : 428) dans le sur- 
nageant de culture, dans les conditions de production de 
proteines extracellulaires mentionnees plus haut et de- 
er ites dans I'exemple II ci-aprfes. Cette souche NC46 a 

35 ete soumise ^ un nouveau traitement mutag^ne par I'acide 
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nitreux, puis des mutants deficients en activity amino 
peptidase ont 6t6 recher-ch^s selon une modification 
de la technique d^crite par MILLER et MACKINNON (J.Bact., 
1974, 120 : 355) : apr^s croissance 4 jours sur le milieu 
a base de poudre de lait d^crit ci-dessus, les colonies 
sont recouvertes d'une solution contenant ; 0,5 mg/ml de 
L. Leucine- p -naphtylamide et 2 mg/ml de Past Garnet 
GBC (Sigma). La presence d' activity aminopeptidase est 
visualis^e par I'apparition, aprfes quelques minutes, d'une 
coloration brune autour des colonies. Les colonies ne 
produisant pas de coloration sont r^cupdr^es et re- 
testiSes, selon le mSme protocole. 

Un mutant isol6 par cette technique, NC50, ne 
prdsente plus 1 'activity Leucine aminopeptidase d^tect^e 
dans le sumageant des cultures des souches NC46 et des 
generations prdc^dentes. 

La gin^alogie de la souche NC50 est resum^e sur 
le tableau 1 . 

La souche mutante NC50 possfede les mSmes capa- 
citds d'excretion de prot^ines du point de vue quantita- 
tif , que la souche hyperexcr^trice NC39 mentionn^e ci- 
dessus. Un avantage suppldmentaire de la souche NC50 re- 
side dans 1 'absence d'activite prot^olytique detectable 
dans les sumageants de culture, ce qui permet d'eviter 
25 ou tout au moins de minimiser la degradation des pro- 

teines .produites, et particuliferement des proteines hete- 
rologues, dans le milieu de fermentation. Ceci constitue 
un aspect important de la presente invention. 

Oh autre aspect est constitue par la mise en 
evidence de la capacite des souches NCI 4 et derivees h 
etre transformees selon un protocole simpllfie, original 
par rapport k ceux mentlonnes . 
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Tableau 1 : G6n6alogie des souches mutantes d6riv6es de 
Tolypocladliam geodes N C14 



5 


Etape 
n» 


Agent 
nutacr^e 


r'nenocype 
recherchd 


1 i All Ho 

Selection 


Souclie 
Isolde 




1 


UV 


Hyperproducteur 
de proteases 


Lalt dcrdmd 


NCI 8 


10 


2 


NTG 


jfiOveases ae 
rdprimdes 


hydrolysat de 
casdine 

5 a /I 


NC21 


15 


3 


EMS 


Proteases d6- 
z^epxiinees 


Lait dcr^d 
QuTf ate d ' ain^ 
inonlum 

5 g/1 


NC28 


4 


HNbg 


Hyperproducteur 
de chitinases 


Chitine col- 
loldale 


NC35 




5 


tJV 


caiitinases d6- 
rdprlndes 


Chitine col- 
loldale + 
glucose 10 g/1 


NC39 


20 


6 


MTG 


Proteases 
ddflcientes 


Lait 6cr€mi 


NC41 




7 


EMS 


Proteases 
ddficientes 


Lait 6cr6m6 


NC46 


25 


8 


ENO3 


Aminopeptldase 
ddficiente 


Lait 6cr&mi + 
test L-leucine- 
p -naphtylamide 


NC50 



antdrietirement poxir d' autre s champignons comme Aspergil- 
lus nidulans (BALLANCE et al,, Biochem. Biophys. Res. 

30 communr 1983r 112 : 284) ou Trichoderma reesei (KNOWLES 
et al.^ Brevet Europden n* EP 0244234 A2, 1987). L'ori- 
ginalitd du protocole rdside en particulier dws le fait 
qu'il ne fait pas appel h 1 * utilisation de protoplastes , 
dont la formation et la rdgdndration constituent souvent 

35 une dtape fastidieuse dans la mise au point d'un protocole 
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de transformation. Dans le cas de la souche NCI 4 et de 
ses ddrivds, il a 6t6 trouv^ que de I'ADN Stranger pou- 
vait gtre introduit, avec une frequence €lev6e, dans 
des spores trait^es de fagon m^nagde avec une enzyme 
5 lytique de telle sorte que leur resistance k la pression 
osmotique et leur capacity de germination ne soient pas 
alt^rdes. La mise au point du protocole de transformation 
a, 6t6 ef feature en utilisant un ADN plasmidique portant 
un marqueur dominant s^lectionable : un gfene conf^rant 
10 la resistance k la phieomycine (ARMAD et al,^ Brevet 

Frangais, n* 2 569 723. Ce protocole est d^crit dans I'e- 
xemple I ci-apr&s. 

Selon la pr6sente JLnvention, les dldments assu- 
rant 1' expression de ladite sequence d'ADN dans la souche 
15 comprennent essentiellement une sequence promotrice d'\in 
g^ne d^origine fongique . Cette sequence d'ADN codant pour 
ladite prot^ine sera prdcedde d»une sequence signal assu- 
rant 1' excretion de la protdine et suivie d"une sequence 
terminateur de transcription. 
20 Un aspect suppl^mentaire de la prdsente inven- 

tion est constitute par la possibility de stlectionner 
des souches transformtes pour lesquelles 1' expression du 
gfene d*inter§t est aE?>lifi6^ grSce h un crible de selec- 
tion base sur 1' utilisation d'un gfene constituant un 
25 marqueur dominant, place en aval du gfene d'interet, sans 
promoteur ni signal d'arrSt de transcription entre les 
deux gfenes. Cette technique est illustrte dans I'exemple 
V ci-apr&s. 

Ce qhne constituant le marqueur code pour la re- 
30 sistance un antibiotique qui est de preference un com- 
pose de la famille des phieomycines. 

Dans le cas d'un g^ne codauit pour la resistance 
h \m cintibiotique de la famille des phieomycines, ce gfene 
est d'origine genomique et provient du genome des actino- 
35 mycfetes producteur dudit antibiotique. 
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La sequence d'ADN codant pour ladite prot^ine 
ainsi que les ^Idments assurant 1 'expression de ladite 
sequence seront port6s par xin piasmide qui de pr^fdrence 
est un piasmide h replication autonome comportant une 
5 sequence de replication autonome efficace chez Tolypo- 
cladium T.A.R.S. 

Selon 1» invention, ledit piasmide assure 1* in- 
tegration chromosomique des sequences d*ADN en cause « 
En resume, la presente invention concerne une 
10 nouvelle souche de chanqpignon filamenteux, Tolypocladium 
qeodes NC14, et les mutants issus de cette souche, seiec- 
tionnes pour letir capacite k excreter de grandes quanti- 
tes de proteines dans un milieu de culture extrSmement 
simple, constltue essentiellement de sucres et de sels 
15 mineraiax,. ce qui £acilite !• extraction et la purification 
desdites proteines. Cette capacite exceptionnelle peut 
Stre exploitee pour la production de proteines recombi- 
n6Lntes ce qui constitue un premier aspect de la presente 
invention . 

20 Selon un deiixi&me aspect, la presente invention 

foumit un moyen de preserver la stabilite des proteines 
excretees dans le milieu de culture par 1* utilisation de 
mutants deficients en actlvites proteolytiques. 

Selon un troisifeme aspect, la presente invention 

25 foumit uh moyen d'introduire des gfenes heterologues dans 
la souche de Tolypocladittm geodes NC14 et ses derives se- 
lon un protocole sinplifie ne faisant pas intervenir les 
protoplastes • 

Selon un quatri&me aspect de la presente inven- 

30 tion, I'esqpression des gtoes heterologues par Tolypocla- 
ditam qeodes NCI 4 et ses derives peut Stre augmentee par 
une technique de selection faisant appel Si un marqueur 
dominant place en aval du g^ne d'interet sans promoteur 
ni terminateur entre les deux g&nes. 

35 La presente invention se rapporte egalement aux 
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prot^ines obtenues par la mise en oeuvre du proc6d6 se- 
lon !• invention. Parmi ces prot6ines cod^es selon !• in- 
vention, on citera plus particuliferement la pullulanase, 
le lysozyme humain et la prot^ine Sh, la sequence nucldo- 
tidique de cette protdine Sh ^tant representee en figure 
2. 

La pre sen te invention conceme de meme les sou- 
ches de Tolypocladiuia transformees, obtenues lors du pro- 
cede de production de proteines recombinantes • 

Les exexnples suivants servent illustrer la- 
presente invention de manifere non limitative. 

Ces exemples seront ddcrits en se r^f^rant aux 
figures sur lesquelles : 

- la figure 1 est un schema du plasmide pUT720 

- la figure 2 represente la sequence nucieotidique du 
gfene de la proteine Sh precede de la sequence synthe- 
tique utilisee comme signal d •excretion 

- la figure 3 est un schema du plasmide pUT715 

- la figure 4 est un schdma du plasmide pUT771 

- la figure 5 reprdsente la sequence nucieotidique de 
la partie promotrice du plasmide paT771 

- la figure 6 est un schema du plasmide pUT760 

- la figure 7 represente la sequence nucieotidique syn- 
thetique codcuit pour le lysozyme humain 

^5 la f igxire 8 est un schema du plasmide pUT772 

Les abreviations utilisees sur ces figures sont 
considerees comme connues ou seront explicitees dans la 
description, 

Sauf indication contraire, les differents pror 
30 cedes et produits mentionnes sont mis en oeuvre selon 

les techniques connues et/ou preconisees par le fabricant, 
Exemple I : : Transformation de Tolypocladium geodes 

La souche mutante NC50, deficiente en activites 
proteolytiques, a ete transformee par le plasmide 
35 PDT703 (DURAND et al, Proc. Biochemistry and Genetics of 
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Cellulose Degradation, JP Aubert Ed., Academic Press, 
1988, p 136). Ce plasmide se caractdrise par la presence 
d'un gfene de resistance aux antibiotigues de la fajaille 
des phl^omycines (ARMAU et al.. Brevet Frangais n** 
5 2 569 723 placS sous la ddpendance d*un proiaoteur fongi- 
que : le promoteur du gfene de la glycerald^hyde 3-phos- 
phate deshydrog^nase d ' Aspergillus nldulans (notd promo- 
teur gpd) (Van GORCOM et al.. Gene, 1986, 48 : 211) et 
bomd en aval par le terminateur CYC1 de levure (SMITH 

10 et al.. Cell, 1979, 16 : 753). Le gfene de resistance 

provient d'un actinomycfete producteur d' antibiotigues de 
la famille des phldomycines ; Streptoalloteichus hlndus- 
tanus. La protdine cod^e par ce gfene, appelde protdine 
Sh, inactive les antibiotigues en question par formation 

15 d'lm cosqplexe equimol^culaire (GATIGNOL et al., FEBS 
Letters, 1988, 230 : 171). 

La phldomycine et les antibiotigues apparentds 
pr^sentent une toxicity 61ev6e pour Tolypocladium geodes 
comme pour pratiguement tous les organismes vivants. Le 

20 gfene de resistance foumit done un moyen facile de sd- 
lectionner les clones transform^s par leur capacity ^ 
se developper en presence de phieon^cine. 

Le protocole utilise pour la transformation est 
le suivant : des spores obtenues par culttire de la souche 

25 NC50 sur milieu PDA pendant 7 jours & 27'*C sont suspendues 
dans du milieu MnP de composition suivante : milieu salin 
de base selon Mandels additionne de saccharose 100 g/1, 
taii?>on MES 5 g/1, pH 5,5. Aprfes filtration sur verre 
fritte n* 2 pour eiiminer le myceiiiua, la suspension est 

30 centrifugee (10 minutes, 10 000 rpm) et le culot est re- 
pris par le mSme milieu MnP additionne de Caylase C3 
(enzyme lytique commercialisee par CAYLA) i 10 mg/ml. 
Aprfes 4 heures d' incubation sur table agitde h 32**C, 
100 rpm la suspension est k nouveau centrifugee, et le 
35 culot est repris par du milieu MnP additionne de chlorure 
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de calcium, 50 nM, dans un volume tel que le titre de la 
suspension de spores obtenue, d^termin^ par comptage mi- 
croscopique h 1 'h^matimfetre, soit d'environ 10^/ml. 

A 200 ul de cette suspension, une solution 
d'ADN plasmidique (5a 10 ug d'ADN dans un volume de 5 ^ 
20 111) est ajoutde. Aprfes 10 minutes h temperature am- 
biante, on ajoute 50 til de solution MPC (MOPS 10 mM 
PH 5,8, PEG 6000 60 % p.v., CaClj 75 oH) et on incube 
le melange 30 minutes dans la glace, puis on rajoute 
2,5 ml de MPC. Aprfes 15 minutes k temperature ambiante, 
des aliquots de 0,5 ml de ce melange sont introduits 
dans des tubes contenant chacun 3 ml de g^lose molle MnR 
(milieu salin selon Mandels additionn6 de saccharose 150 
g/1, glucose 2,5 g/1, extrait de levure 2,5 g/1, agar 
15 6 g/1) maintenu en surfusion ^ 45»C. Le contenu de cha- 
que tube est ensuite vers^ k la surface d'une bolte de 
Petri contenant le mime milieu MnR, g^los^ k 15 g/1 et 
additionne de 30 ug/ml de phl6oiir^cine (comnercialis6e 
par CAYLA) comme agent de selection des clones transfor- 
mants. Ceux-ci apparaissent sous la forme de petites 
colonies aprfes 4 jours d' incubation & 27"'C. 

Les taux de transformation obtenus en utilisant 
le plasmide paT703 ont 6t4 de I'ordre de 2000 k 5000 
tremsformants par microgranme d'ADN. 
2^ l-a stability des transformants a 4t4 testae par 

repiquage des colonies sur milieu PDA contenant 30 ug/ml 
de phieon^cine (la concentration minimale inhibitrice - 
CMI - pour la souche NC50 non transform6e est d'environ 
10 ug/ml dans ces conditions). Environ 90 % des colonies 
30 repiqudes ont confirm^ leur caractfere de resistance. 

Des experiences d 'hybridation de I'ADN des sou- 
ches transformees par une sonde marquee correspondant k 
une partie du g6ne de resistance k la phldomycine ont 
montre que ce gfene etait int^gre dans le chromosome des 
35 transformants; le ou les sites d ' integration et le nombre 
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de copies varient d'line souche ^ 1' autre. 
Exemple II : Expression et excretion d'une protdine 
h^tdrologue. 
Dans 1' exemple I ci-dessus, I'obtention de 
5 clones transfonaants rdsistants h la phl6omycine indique 
que le gfene codant pour la protdine Sh s'exprime dans la 
souche MC50 de Tolypocladlum geodes , Cepehdant, la pro- 
t^ine n'a pas pu etre mise en Evidence dans les suma- 
geants de culture des souches transf onuses et n'est done 
10 vraiseroblablement pas excrdtde en quantity detectable. 

Dans 1' exemple suivant, la souche NC50 a 6t6 
transf oriole selon le protocole d^crit dans 1" exemple I, 
en utilisant le plasmide pDT720 dont la carte est re- 
presentee sur la figure 1 . Ce plasmide se caractdrise par 
15 la presence, sous la dependance du promoteur gpd, du 

gfene de la proteine Sh en amont duquel a ete ajoutee une 
sequence signal synthetique d' excretion (figure 2). 

Parmi les colonies resistantes, obtenues avec 
une frequence de 3000 transformants par microgramme d' 
20 ADN/ une centaine ont ete repiquees sur des boites de 
PDA contenant des concentrations croissantes de phieo- 
mycine, de 25 k 1000 jig/ml. 3 souches resistantes k 
plus de 1000 ug/ml de phieomycine ont ainsi ete seiec- 
tionnees; I'une d'elles a ete cultivee en fermenteur de 
25 laboratoire dans les conditions suivantes : les spores 
provenant d'une boite de PDA incubee 7 jours k 27*C ont 
servi k inoculer 500 ml de milieu selon Mandels conte- 
nant 20 g/1 de glucose et 1 g/1 d'extrait de levure, re- 
parti dans deux erlenmeyers de 1 1. Apr^s incubation 
30 48 heures sur table agitee it 27*C/ 200 rpm, cette cul- 
ture a permis d' inoculer un fermenteur de 14 litres de 
volume total (Chemap) contenant 8 litres du mgme milieu • 
La fermentation a dure 6 jours k 27**C avec une agitation 
de 500 rpm et une aeration de 0,5 v.v.m., le pH etant 
35 reguie . super ieur ^ 5,0 avec de 1 ' ammoniaque • A partir du 
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2hme jour, une solution sterile de glucose k 200 g/1 
a 6t4 introduite en continu h raison de 0,8 litre par 
24 heures, soit environ 20 grammes de glucose par litre 
et par jour. Apr6s 6 jours, la culture a 4t4 r^coltde 
et centrlfug^e. 

La concentration totale en prot^ines, d^termi- 
nde selon la m^thode de LOWRY (LOWRY et al., j. Biol. 
Chem., 1951, 193 : 265) a 4t4 trouv^e dgale & 9,6 g/1. 

La presence de prot^ine Sh dans le milieu de 
culture a 4t4 mise en Evidence par chromatographie 
(PPLC) sur colonne dchangeuse d 'anions MonoQ, Pharmacia 
(tan?)on Tris-HCl 20 niM pH 7,0 - 61ution gradient lin^- 
aire 0 - 0,6 M NaCl) . En conparaison avec le sumageant 
d'une culture effectu^e dans les nSmes conditions avec 
la souche non transformde, on constate 1 'apparition d'un 
pic suppldmentaire de prot^ines fortement retenues sur 
la colonne MonoQ, 41m6 k 0,45 M. L'aire de ce pic repr^- 
sente environ 20 % de l'aire totale du chromatogramme . 
L' analyse en ^lectrophorfese SDS-PAGE, des fractions cor- 
respondant h ce pic a x6^r614 la presence k I'dtat prati- 
quement pur d'une prot^ine d'environ 14 000 kd de poids 
mol^culaire, ce qui correspond k la taille de la protdine 
Sh (GATIGNOL et al., FEES Letters, 1988, 230 : 171). 

La presence dans le sumageant de culture de 
25 prot^ine inactivant la phl^omycine a 6td confirmee par 

le test suivant : sur des disgues de papier impr^gn^s de 
solution de phl6omycine a diff^rentes concentrations (de 
10 k 300 ug/ml) diff brents volumes de sumageant de cul- 
ture (de 1 k 50 III) sont d6pos6s. Les disques sont en- 
30 suite pos^s k la surface d'un milieu g6los6 (milieu n" 2 
pour I'essai des antibiotiques , BioM^rieux) ensemencd 
par une souche d ' Escherichia coli sensible 4 la phl^ony- 
cine : HB101. Aprfes une nuit d • incxibation k 37''C, des 
halos d' inhibition du voile bact^rien sont visibles au- 
35 tour des disques contenant la phldomycine seule. Lorsque 
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des quantitds connues de protdine Sh purif i6e sont 
ajout^eiSr on constate une diminution du diamfetre des 
halos, et tine disparition totale de ceux-ci pour un 
rapport en moles protdines/antibiotigues de 1/1 soit 
5 environ 10/1 en poids, Ce test permet done un dosage 

semi-quantitatif de .la prot6ine Sh dans une solution de 
concentration inconnue, Dans le present exeiaple, la con- 
centration de prot^ine Sh dans le surnageant de culture 
a 4t6 trouvde voisine de 2 g/1. 

II a done 6t6 possible par fermentation d'un* 
transformant de la souche de Tolypocladium geodes NC50 
par le plasmide pUT720 de produire environ 2 g/1 de pro- 
tdine recombinante extracellulaire en 6 jours. 
Exemple III : Isolement d'une sequence promotrice 

15 Le plasmide pUT715^ dont la carte est pr^sentde 

sur la figure 3 a 6t6 utilise comme vecteur-sonde pour 
la recherdie de sequences promotrlces fongiques. Le plas- 
mide a 6t4 lindaris^ par double coupure BamHI-AsuII (les 
deux sites imiques de restriction sont situds dans la 

20 sequence multisites situ^e immddiatement en amont de la 
partie codante du g^e Sh) . Aprfes purification par ^lec- 
trodlutiour le grand fragment a 6t6 mis en presence 
d'ADN chromosomique de Trichoderma reesei partiellement 
digdr^e par les enzymes Mbol et Taqi pour gdn^rer des 

25 fragments comprls entre 1 et 5 kllobases et d'ADN ligase. 
La population de plasmides hybrides ainsl obtenue a ser- 
vi & transformer la souche d ' Escherichia coll DH5 xa, 
avec selection sur la base de la resistance h I'ampicil- 
line. L'ADN plasmidique extrait du "pool" des transfer- 

30 mants d'E^^coli a servi ^ transformer la souche NCI 4 de 

T. geodes selon le protocole d^crit dans l*exemple I ci- 
dessus. 50 transformants fortement rSslstants h la phldo- 
mycine (CMI > 250 >ig/ml) ont 6t6 s^lectionn^s et rdpartls 
en 10 groupes de 5 clones. L'ADN de chaque groupe a 6t6 

35 extrait, dig^r^ par 1* enzyme BstEII et soumis ^ ligation • 
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Avec chaque preparation une transformation de E,coll 
DH5 cH a 6t6 ef feature. 

L'ADN plasmidique de 6 colonies d' E.coli resul- 
tant de chaque transformation soit 60 trans formants au 
5 total a 6t6 analyst individuellement par 61ectrophor6se 
en gel d' agarose aprfes micro-extraction. 7 plasmides de 
tallies dif f^rentes et sup^rieures k celle du vecteur 
PUT715 ont ete choisis. CSiacun de ces plasmides r extrait 
de la souche d' E^coli correspondante , a servi 2i transfer- 

10 mer T.geodes NCI 4, L'une des transformations a conduit 

^ 1' apparition de clones fortement r^sistants & la phldo- 
mycine (CMI > 250 |ig/ml) avec une frequence de I'ordre 
de 5000 transformants par micrograame d'ADN. Pour deux 
autres transformations^ la frequence et le niveau de rd- 

15 sistance des transformants ont 6t6 trouvdes beaucoup plus 
faibles (quelques transformants /ug, CMI < 100 pg/ml) • 
Enfin quatre transformations n'ont donnd aucun rdsultat. 

Le plasmide ayant permis la transformation de 
T.qeodes la plus efficace appel^e pUT771, a 6t6 analyst, 

20 il comporte une insertion d'une taille d' environ 1,8 kb ; 
la cartographic de pDT771 est representee sur la figure 
4. La sequence nucieotidique de la partie promotrice est 
representee sur la figure 5. 

Au cours d" experiences comparatives, le plasmide 

25 pUT771 a tou jours conduit k des taux de transformation 

superieurs d'un facteur deux environ k ceux obtenus dans 
les mgmes conditions avec pUT703- 

Exemple IV : Co-transformation de T.geodes avec un plas- 
mide portant le marqueur de resistance k la 
30 phieomycine et un plasmide portant un g&ne 

non seiectionable. 
One experience de transformation a ete realisee 
selon le protocole decrit dans l"exen5)le I ci-dessus, 
avec un melange contenant environ 1 ng d'ADN plasmidique 
35 de pUT771 decrit dans 1* exemple II et 10 \ig d*ADN plas- 
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midique de pUT760, dont la carte est representee sur 
la figtire 6. Le plasmlde pUT760.se caractdrise par la 
presence du gfene de Klebsiella pneumoniae ATCC 15050 
codant pour la pullulanase mattire (MICHAELIS et al., 
5 J. Bact.^ 1985, 164 : 633) , sous la d^pendance du pro- 
motetir gpd d ' Aspergillus nidulans et prdc^de par la se- 
quence signal synthetique ddcrite dans I'exemple I (fi- 
gure 2) • 

Environ 500 transformants seiectionnes sur la 

10 base de la resistance h la phieomycine ont ete repigues 
individuellement d"une part stir un milieu PDA contenant 
30 ug/ml de phieomycine et d' autre part sur un milieu 
geiose contenant : glucose 5 g/1/ sulfate d' ammonium 
^ g/i/ phosphate monopotassique 2 g/l, sulfate de magne- 

15 slum 0,3 g/1/ chlorxire de calcium 0,2 g/1, extrait de 
levure '1 g/1, pullulane (Sigma) 10 g/1, agar 15 g/1. 
Aprhs 7 jours d ' inciibation h, 27^C, la surface de ce der- 
nier milieu a ete recouverte d'alcool ethylique, et les 
boites de Petri ont ete placees Si -20^C pendant une heure. 

20 A cette temperatiire et en presence d'alcool, le pullulane 
precipite, rendant le milieu opaque. Environ 2 % des co- 
lonies testees etaient entourees d*un halo clair plus ou 
mo ins large, d(i vraisemblablement k 1' hydro lyse du pullu- 
lane. Aucun halo n*a ete detecte autour des colonies de 

25 la souche NC50 non transformee testees dans les mSmes 

conditions. Les 10 clones transformants semblant presen- 
ter la plus forte activite pullulanase, c " est*Si-dire 
ceux correspondant aux colonies entourees des halos les 
plus larges ont ete recuperes sur le milieu PDA-phieomy- 

30 cine et cultives en fioles agitees dans le milieu selon 
Mandels additionne de glucose 30 g/1, extrait de levure 
1 g/1 et tamponne par le phtalate de potassium k 5 g/1. 
Aprfes 5 jours d' incubation & 27*C, 200 rpm, les cultures 
ont ete centrifugees et 1' activite pullulanase a ete 

35 dosee deuis les stimageants selon le protocole suivant : 
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a 0/5 ml d'une solution de pullulane & 10 g/1 dans du 
tampon acetate 0,1 M pH 5,5, on ajoute 0,5 ml de solution 
enzymatigue (surnageant ^ventuellement dilud dans le mgme 
tcunpon) • Kprhs incubation eo minutes h 55 ^C, le glucose 
5 lib^r^ est dos^ par la m^thode de MILLER (Analytical 

Chem* , 1959, 31 : 426), L* activity est exprimde en unites 
Internationales (u.i) correspondant au nombre de micro- • 
moles de glucose lib^rdes par minute, Dans les surnageants 
des 10 cultures test^es, des activit^s pullulanse de 
10 12 u.i/ml & 350 u.i/ml ont 6t4 trouv^es, Aucune activity 
n*a 6t4 ddtect^e dans les surnageants de la souche non 
transform^e cultlv^e dans les mSmes conditions. 
Exemple V ; 

Get exemple est destine k illustrer la possibi- 

15 litd de s^lectionner pr^fdrentiellement des clones recom- 
binants de T.geodes NCI 4 et de ses d^riv^s qui soient 
fortement producteurs d*une prot6ine h^t^rologue grace 
a des constructions plasmidiques faiscmt appel au prin- 
cipe de la trsmscriptibn polycistronique. 

20 L* expression de plusieurs g&nes adjacents sous 

la d^pendance du mSme promoteur et par 1 ' interm^diaire 
du m§me APN inessager, dit polycistronique, est un phdno- 
mhne bien connu chez les bactdries. En revanche, il est 
g^ndralement admis que ce ph^nom^ne n'existe pas chez 

25 les eucaryotes, Cependant, il a fait 6tat r^cemment 

(KAUFMAN et al., EMBO J«, 1987, 6 : 187) d'une expression 
par des cellules animales en culture du gbne de la dihy- 
drofolate reductase permettant la resistance au metho- 
trexate, dans des constructions oti ledit g^ne dtait place 

30 immediatement en aval d*un autre ghne non seiectionncd>le , 
ce dernier etant pr^cide d'un promoteur. Ceci permet une • 
selection indirecte des clones exprimant fortement le 
gfene non seiectionnable sur la base du niveau de resis- 
tance confere par le gfene place en aval. 

35 II a ete montre par les auteurs de la presente 
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Invention que ce principe pouvalt s'appliquer. & T.geodes . 
en utilisant par exemple comme parqueur s^lectionnable 
le gfene Sh de resistance h la phl^omycine. 

Dn gfene synthdtique pour le lysozyme huinain a 
5 6t6 pr4pax6 pai^ssemblage de 10 oligonucleotides de syn- 
thase. La sequence representee dans la figure 7 comporte 
14 paires de base precedant le codon d' initiation, suivi 
de 18 codons debutant par un ATG correspondant aux acides 
amines du peptide signal du lysozyme huinain h !• exception 

10 du 17feme codon (remplacement de la glutamine par une leu- 
cine) (CHUNG, KESHAU et GORDON, Proc. Natl. Acad. Sci. 
1988, 85 : 6227) puis 130 codons des acides amines du 
lysozyme humain (JOLLES et JOLLES, Mol. Cell. Biochem., 
1984, 63, 165) et enfin un codon stop suivi de 6 paires 

15 de bases. Le fragment d'ADN borde par les sites de res- 
triction EcoRV-BamHI a ete clone au site EcoRV du plas- 
mide PUT771 mentionne dans 1 'exemple II pour donner dans 
I'une des 2 orientations possibles , le plasmide pDT772 
(figure 8).. 
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La souche NC50 de T.geodes a ete transformee par 
le plasmide pnT772 selon le protocole decrit dans I'e- 
xen5>le I avec la seule difference que la selection des 
transformants a ete realisee avec une concentration 
molndre de phieomyclne (15 ug/ml) . Les colonies obtenues 
25 avec une frequence 50 & 100 fois moindre & celle foumie 
par I'ADN paT771 utilise comme contraie ont ete repiquees 
sur milieu PDA et individuellement examinees pour le ni- 
veau de resistance k la phieomycin^t verifiee pour la 
production de lysozyme. La determination des concentra- 
30 tions minimales inhibitrices de phieomycine des transfor- 
mants par POT772 a montre que les niveaux de resistances 
des clones etaient faibles (2 Ik 10 fois la CMI par rap- 
port h la souche non transformee) alors que les transfor- 
mants par PDT771 etaient au contraire trfes eieves {30 h 
35 200 fois la CMI). 



PCr/FR90/00479 

-21- 



10 



La production de lysozyme est v^rif ide indirec- 
tement par la mdthode des cylindres d'agar pour la pro^ 
duct Ion d'une activity lytique centre Micrococcus Ivso- 
delkticus siir PDA. Parmi 83 souches test^es provenant 
de la transformation par pUT772, 61 produisaient une ac- 
tivity detectable par la presence d'une aureole d» inhibi- 
tion autour des cylindres d'agar. En contraste aucune 
colonie issue de la transformation par pUT771 ne prdsen- 
tait cette activity (55 test^es) . 

Une analyse clonale a montr^ que le caractfere 
de production dtait conserve pour 2/3 des souches posi- 
tives aprfes une 6tape de sporulation. la souche NC50 
PUT772-28 sdlectionn^e parmi les souches les plus actives 
par le test sur bolte a ^t^ plus particuli&rement dtudide. 
''^ cultures successives sur milieu solide PDA 

contenant des concentrations croissantes de phldonr^ciner 
un variant de la souche NC50/pUT772-28 a &t4 s^lectionnd. 
Ce variant not^ NC50/28R4 rdsiste & 100 jig/ml de phl^o- 
mycine alors que la concentration maximale de croissance 
20 pour le parent est de 20 ng/ml. Les aurdoles d' inhibi- 
tion sur un voile de Micrococcus Ivsodeikticus sont 6ga- 
lement sup^rieures pour la souche NC50/28R4 par comparai- 
son au parent NC50/pDT772-28. Les deux souches ont 6t6 
cultiv^es en f iole agit^e dans les conditions d^crites 
25 dans l^exemple /IV. Aprfes cinq jours d' incubation ^ 27*'C 

Inactivity lysozyme a dtd ddtermin^e par un dosage turbi- 
dim^trique h partir de cellules lyophilis^es de Micro- 
coccus Ivsodeikticus (SHUGAR, Biochim. Biophys., 1952, 
Acta 8 : 302) - Les prot€ines des sumageants des cultures 
30 ont 6t6 fractionn^es sur une colonne MonoS Pharmacia 

(tampon phosphate 50 mM pH 7,2 - ^lution gradient lin^- 
aire de 0 a 1 M NaCl) . On pic prot^ique 61evd 0,25 M 
est present dans les deux souches transform^es et absent 
Chez le parent NC50. Par le test d" activity biologique, 
35 identification immunologique avec un anticorps antilyso— 
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zyme hxunain et ^lectrophor^se en gel d • aery lamide , il a 

6t6 vdrlf id par comparaison avec un dchantillon authen- 

tlque de iysozyme humain que les protdines Eludes h 

0/25 M renferment du Iysozyme. Les concentrations finales 

dans les sumageants de culture ont 6t4 estimdes & 

25 ng/ml et 200 jig/ml de Iysozyme recombinant respecti- 

vement pour les souches NC50 pUT772-28 et NC50-28R4* 
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- REVEND ICATIONS - 

1 - Procdd6 de production de prot6ine recombi- 
nante k I'aide de champignons filamenteux, caract^ris^ 
en ce qu'on cultive sur un milieu appropri^ une souche 
5 du genre Tolypocladium dans laquelle on a introduit une 
sequence d'ADN codant pour ladite prot^ine plac^e sous 
le contreie d'616ments assurant 1 'expression de ladite 
sequence dans ladite souche et en ce qu'on r^cupfere la- 
dite protdine. 

^° 2 - Proc6d^ selon la revendication 1, caract^- 

r±a6 en ce que la souche est une souche de Tolypocladium 
geodes. 

3 - Procdd^ selon la revendication 1, caractd- 
rLs6 en ce que la souche est une souche de Tolypocladium 

15 geodes d^pos^e sous le n' 1-880, le 29 juin 1989 h la 
Collection Natipnale de Culture des Microorganismes ou 
I'un de ses mutants deficients en activity protdasique 
et/ou hyperexcr^teur de protdine exogfene. 

4 - Proc6dd selon I'une des revendications 1 k 
3, caract€rls'4 en ce que les ^Idments assurant 1' expres- 
sion comprennent essentiellement une sequence promotrice 
d'un gfene d'origine fongique. 

5 - Proc6d6 selon I'une des revendications 1 k 
i, caract^ris^ en ce que la sequence d'ADN codant pour 

25 ladite prot^ine est pr^c^d^e d'une sequence signal assu- 
rant 1 'excretion de la protdine. 

6 - Proc6d6 selon I'une des revendications 1 h 
5, caract^ris^ en ce que la sequence d'ADN codant pour 
ladite prot6ine est suivie d'un gfene marqueur sous le 

30 contreie des mSmes elements d' expression. 

7 - Proc6d6 selon la revendication 6, caractd- 
ris€ en ce que ce gfene marqueur code pour la resistance 
h un antibiotique. 

8 - Procdd^ selon la revendication 7, caract^- 
35 rise en ce que 1 ' antibiotique est un compost de la fa- 



20 
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mille des phl^omycines. 

9 - Procdd6 selon la revendication 1 , caract^- 
risd en ce que le g&ne codant pour la resistance k un 
antibiotique de la famille des phl^omycines est d'origi- 
5 ne gdnomique et provient du genome des actinomyc^tes 
producteur dudlt antibiotique « 

10 - Proa§d6 selon l*une des revendlcations 1 k 
St caract^rls^ en ce que la prot^ine cod^e est choisie 
Pcunni la pullulanase et le lysozyme huiaain« 
10 11 " Proc^dd selon I'une des revendlcations 5 h 

10, caract^ris^ en ce que la sequence signal est la se- 
quence signal synth^tique figurant 2i la figure 2. 

12 - Procdde selon I'une des revendlcations 1 & 

11, caracterlsS en ce que la sequence promotrice est la 
15 sequence promotrice figurant 2l la figure 5. 

13 - Precede selon I'une des revendlcations 1 & 

12, caractdrisd en ce que la sequence d*ADN codant pour 
ladite prot^ine est suivie d"une sequence termlnateur de 
transcription • 

20 14 * Precede selon l*une des reVendications 1 h 

13, caracterise en ce que la sequence d'ADN codant pour 
ladite prot^ine ainsi que les elements assurant 1' ex- 
pression de ladite sequence sont port^s par un plasiaide. 

15 - Precede selon la revendication 14, caractd- 
25 rise en ce que ledit plasmide est un plasmide k replica- 
tion autonome comportant une sequence de replication au- 
tonooe efficace chez Tolypocladium : T-ARS, 

16 - Precede selon la revendication 14 ou 15, 
caracterlse en ce que ledit plasmide assure I'lntegra- 

30 tion chromosomigue des sequences d*ADN en cause. 

17 - Proteine obtenue par la mise en oeuvre du 
precede selon l*une des revendlcations 1 & 16* 

18 - Proteine Sh caracterisee en ce qu*elle 

est obtenue par la mise en oeuvre du procede selon I'iine 
35 des revendlcations 1 & 16. 
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19 - Protdine Sh selon la revendication 18, 
caractdrisde en ce qu'elle comporte la sequence d'acides 
amines representee en figure 2. 

20 - Souche de Tolypocladium obtenue au cours 
de la mise en oeuvre du procddd selon I'une des reven- 
dications 1 & 16. 

21 - Souche de Tolypocladium ddposee sous le n*" 
1-880 et ses mutants deficients en activity protdasique 
et/ou hyperexcreteur de proteine exogfene. 
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_ 10 20 30 40 50 60 

ATCACCMGIACCCCAAGCTCCCTOTCATIAGCGCTTrrCTCGCAACCCCC^ 

METTyrArgLy8LauAl»ValIl«SerAl«Ph«UuAlaThrAlaArgAlaCln 

70 80 90 100 110 120 

GCCATCat^ACTTGACCACTGCCCrrCCCCTMTCACCCCaac^^ 

AlatfatAlaLysUuThrSerAlaValPrpValUuThrAlato-gAspValAlaClyAla 

WO 140 150 160 170 180 

CTCMACTTCTCWCCGACCQRTOKKaTCTCCaMGACrrCCT^ 

ValCluIlieTrpIhtA«pArsUuClyPhaS«rArgA«pPheV«lGluAapA8pPh«Ala 

190 200 210 220 230 240 

<WTGT<MTCCaMACaM:(OTACCCTGTTQaCACaxam:CAGG^ 

GlyValValArgAapAspValThrUuFhaZlaSarAlaValClnAspGlnValValPxo 

250 260 270 280 290 300 

AspAanThrLBuAlaTtpValTrpValArgGlylaiiAapCluUuTyrAlaGlttTtpSar 

jig 320 330 340 350 360 

<MCCTCGTCTCCACGAACTTCCGR»AC(KCICC66eCO;6CCAZCAi^^ 

GluValValSatThsAsnPheArgAcpAlaSatGlyPreAlaMatThcGluZlaGlyGlu 

37 0 380 390 400 410 420 

C*GCCCTG6GGCCCCG*CTTQWCCTCCCCC*CC0GCCC0CCAACTCCCTCCACTTe^ 

GlaPreTrpClyArgGluFhaAlaLauArg&spPraAlaGlyAsnCysValHlsFhaVal 

430 440 450 460 470 480 

6<XGAGGAGCACCACTCACCGACGCCCACauCACCGCCGGTCCGACGGC6GCCCACCGG 

AlaGluCluClnAsp- - • 
TCCCAC6 

SEQOEHCE NOCLEOTIDIQDE DD CEHE DE lA PROTEIHE SH HtECEDEE 
DE lA SEQDEKCE SIGNAL SniTHETiqUE 
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10 20 30 40 50 60 70 

1 CCAIGOnAAAAGTAGTTTTGTAGAGGGGlAGGTC^^ 

71 TGGATCTTGGCAATCCAITCGGCGAACTCGAAiG^ 

141 CCnCTCCGGAAGCATGATGATGGTCTCCTCCCACACCACGCCTOT^ 

211 CTCGTCAAACACGACCCAGCCCACTTCGCGCATMTCTCCGAACCGC 

281 TCCGTCGXGATGACCAGGCAGCTGGCCGTGGGATTGATGGTGAGATCACCCGTM^ 

351 GGAAGATGGCCTCGAAGTCTCGAGAmCGGGCACGAAGGGTCA^ 

421 TTrCCTCTCTTCAGCGAGTCXTIATTTCGXCTTGACCXCA^ 

491 AGAGAIGCTAGAXGXAGA6CACCTCCCG6TCGIGTCACCCTM 

561 ACCTTTCGTCGIAXACTGACCC^flGTTCGGTGGCAAGCCGGAAAGAACTT^^ 

631 AGTACGGCCATCACAGCCTTGCTCTTGGAGCTGGCATCGTGAGACGAGmCAAGTAAAC^^ 

701 ACATCTGGAGCCAGAGATGCTCCTAAGGIAGGTAGTATCXAGTAAGATCCGGAI^^ 

771 TACTGTCAXAAmCCGATGAllii'lGl'tiGCAAAAAGAIGCX 

841 TCAGCAGTIGCCCCCAGCCTGGAGCCTGCtCACAtm^ 

911 TimCCATTACXGGTCCCCGCIGACTCTCTC^^ 

981 GCTGCCTGACTXSATGCGAC CC TCTGTCTCCCT^ 
1051 TACAAGCGCTCTGGCGGCGGGGCCGGCGGTGGCGCAAGTAACTCCCG^^ 
1121 XATXACXGTXAGCGCCTXAGCGCCTGlAGTGAAGGGCGACCrCCCCCCTGTT^ 
1191 TIGAGAGMSTICAGGCAGCGCIXS^ 
1261 GCATmiCTICGACTCGCACTCCCCTCTCCIICAAGGTCGC 
1331 TTCCMGCCCAGTCAGTGTCrrCCGGACAGCCGCCAACGAG^ 

1401 TCTCCTCCACTTCCACTCCCTCCTTC UilCl l im i ' CTCGTC AAACTCTTTCGGACA Ci ' l 1 it; ACCACT 
1471 CGAAAGAACGCGCCGCTGCCGAAGCTTCCTtGCATCGGAGTCGXGATCTTGAGTGATCOT 
1541 CCACGTCGCGCATCTCrrCGATXftAGCCXACIAGAATCGCTTCTCGaSACTOT 
1611 TCTGTGmGACTGCrmCGTCTGTCAAICCTGACCAACCGCTGTGGAM^ 
1681 TIAACXAGAIATCACGAIG 

FIG 5 ' ^^^^^^ PROimRZGS DE pDT 771 
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10 20 30 40 

oi a cn ci 

QATATCGATTC«CCATGAA66CTCT6ATCSTTCTCSSCCTG6TCCT6C 

METLysAl aLeuI 1 eVai LeuGl yLeuVal LeuLeu 



SO 60 70 80 90 

u Ci Cl Ci a 

TCTCGeTTACCSTCCT6eGCAA6GTGTTC6AACGCTGCGAGCTTGCGC 

Ser Val Thr ValLEUGl yLysVai PheGl uArgCysGl uLsuAl aArg 



100 110 120 130 140 

d it d Ci <t 

GCACCCTGAA6CGCCTTGGCAT66ACGGCTACCGGGGTATCTC6CTTG 

ThrLeuLysArgLsuGl ylietAspGl yTyr Ar gGl y 1 1 eSer LeuAl a 



150 160 170 180 190 

(t it it ii <i 

CCAACTGGATGT6TCTCQCGAAGTGGGAGTCCGGATATAATACTCGCQ 

A»nTrpMetCy«LeuAl aLysTrpGl uSer 61 yTyr Asn Thr ArgAl a 



200 210 220 230 240 

(i. it ii ii <t 

CTACGAACTACAATGCCGGAGATCGQTC6ACCQACTACGGCATCTTCC 

Thr AsnTyr AsnAl aGI yA«pArgSerThr AspTyrGl y 1 1 ePhejSl n 



2S0 260 270 280- 

AGATTAACTCTAGATATT6GTQCAACGATG6CAAGACTCCTGGTGCCG 
1 1 eAsnSer ArgTyrTrpCysAsnAspGl yLysThrProGl yAl aVal 



FIG.7. 
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290 300 310 320 330 

ii ii ii it tt. 

TCAATGCTTGTCACCTGTCCTGCAGC6CTCTGCTCCAGGATAACATTG 

AmnAl aCysHi sLeuSerCysSer Al aLvuLsuGlnAspAsn 1 1 eAl a 



340 3Sd 360 370 380 

£l 6. £i ii Ci 

CAGACGCTGTTGCATGC6CAAAGCGCGTCCGAGATCCTCA6GGAATCC 

Asp Al aVal Al aCy sAl aLysAr gVal ArgAspPr oGl nGl y I I eAr g 



390 400 410 420 430 

ii ix d ii it 

GGGCTTGGGTGGCCTGGCGCAATCGGTGCCAAAACCGCGACGTCCGGC 
Al aTrpVal Al aTrpArgAsnArgCysGlnAsnArgAspVal ArgGl n 



440 430 460 

1^ Ci £i 

AGTACGTCCAGGGCTQCGQTGTCTGAGGATCC 

TyrVal 61 n6l yCysGl y Val 



FIG- 7 ' GSne synthetique du lysozyme humain 
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7908350 
4288431 
375399 
879402 
C55055150 



JP-A- 63094981 



JP-A- 
AU-A- 



62175183 
6200886 



15-12-83 
15-05-84 

15- 07-83 

14- 07-83 

24- 04-80 
10-08-82 
08-05-80 

16- 05-80 
22-04-80 
16-02-87 
19-04-80 
08-09-81 

25- 07-84 

15- 04-80 
22-04-80 



26-04-88 



31-07-87 
05-03-87 



FR-A,B 2569723 
EP-A.B 0193555 
JP-T- 62500350 



07-03-86 
10-09-86 
19-02-87 
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BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



